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Производство биологических лекарственных препаратов, применяемых в профилактических, диагно-
стических и лечебных целях, включает в себя использование биологических процессов и материалов, 
характеризующихся вариабельностью. Для обеспечения качества готового биопрепарата необходимо 
определять источник, происхождение и пригодность исходного сырья и материалов для последующего 
их использования, включая реагенты, питательные среды, буферные растворы, сыворотки, ферменты.  
В работе обобщены данные литературы о строении, свойствах и механизме действия трипсина, фермен-
та животного происхождения, широко используемого при производстве биологических лекарственных 
препаратов. Представлены материалы по источникам, способам получения, требованиям к свойствам 
препаратов трипсина различной степени очистки, предназначенных для медицинского и ветеринарного 
применения, а также для использования в качестве реагента при производстве вакцин, лекарственных 
средств передовой терапии и генно-инженерных препаратов. Показана роль трипсина в системе пи-
щеварительных ферментов желудочно-кишечного тракта животных и человека, в диссоциации клеток  
в культуре при использовании его в процессе клеточного пассирования, в механизме протеолитической 
активации и инактивации широкого спектра вирусов, а также изучении первичной структуры белков.
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The production of biological medicinal products used for prophylactic, diagnostic and therapeutic purposes in-
cludes the use of inherently variable biological processes and materials. In order to ensure the quality of the fin-
ished biological product it is necessary to determine the source, nature and fitness for use of the starting materials, 
including reagents, culture media, buffer solutions, sera, and enzymes. The article summarises literature data on 
the structure, properties and mode of action of the animal-derived reagent trypsin — proteolytic enzyme widely 
used in the production of biological medicinal products. The article dwells upon the sources of trypsin, methods of 
its production, requirements for trypsin products of different purity grades intended for human and veterinary use 
as well as for use as reagents in the production of vaccines, advanced therapy medicinal products and genetically 
engineered products. The article describes the role that trypsin plays in the human and animal intestinal digestive 
enzyme systems, in dissociation of cells in cultures in the process of cell passaging, in the mechanism of prote-
olitic activation and inactivation of a wide range of viruses, and in the examination of proteins primary structure.
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Биологические лекарственные препараты (БЛП) — средства 
биологического происхождения, применяемые в профилакти-
ческих, диагностических и лечебных целях. К биологическим 
лекарственным препаратам относятся иммунобиологические 
лекарственные препараты (ИЛП) (вакцины, анатоксины, ток-
сины, сыворотки, иммуноглобулины и аллергены), лекарствен-
ные препараты, полученные из крови, плазмы крови человека 
и животных, биотехнологические лекарственные препараты, 
генотерапевтические лекарственные препараты, применяемые 
для профилактики, диагностики и лечения инфекционных бо-
лезней [1]. Производство биопрепаратов намного сложнее, 
чем других лекарственных средств, поскольку включает в себя 
использование биологических процессов и материалов, таких 
как культивирование клеток или экстрагирование материала из 
живых организмов. Указанные биологические процессы могут 
проявлять свойственную им изменчивость, поэтому принципы 
управления рисками для качества особенно важны для данно-
го класса материалов и должны соблюдаться при разработке 
методов контроля на всех стадиях производства. Следует четко 
определять источник, происхождение и пригодность исходно-
го сырья и материалов для последующего их использования, 
включая реагенты, питательные среды, буферы, сыворотки, 
ферменты. Одним из широко используемых в производстве 
БЛП реагентов является фермент трипсин — реагент живот-
ного происхождения, требующий тщательного анализа и про-
верки [2, 3].
Целью настоящей работы является анализ данных ли-
тературы об источниках получения, свойствах и механизме 
действия трипсина, а также требований к его свойствам при 
использовании в производстве биологических лекарственных 
препаратов.
Впервые трипсин был открыт Ж. Корвизаром в 1857 г. 
и спустя 10 лет в 1867 г. описан и назван В. Кюне «трипсином» 
(от греч. thrypsis — разжижение) [4].
Трипсин — эндогенный протеолитический фермент класса 
гидролаз, синтезируемый экзокринными клетками поджелу-
дочной железы млекопитающих в виде неактивного предше-
ственника — профермента трипсиногена, который в двенад-
цатиперстной кишке под действием энтеропептидазы, самого 
трипсина и ионов Са2+ превращается в трипсин. Схема меха-
низма активации на примере трипсиногена быка представлена 
на рисунке 1 [5].
Трипсин относится к группе сериновых протеаз и характе-
ризуется узкой субстратной специфичностью, обусловленной 
присутствием в субстратсвязывающем участке активного цен-
тра остатка аспарагиновой кислоты. Он избирательно гидроли-
зует связи, образованные карбоксильными (–СООН) группами 
основных аминокислот аргинина и лизина (рис. 2). Трипсин 
сохраняет термоустойчивость и стабильность в кислой, слабо-
щелочной среде и после кипячения в 0,01 М соляной кислоте, 
в сильнощелочной среде необратимо денатурируется.
Трипсин обнаружен у всех позвоночных животных и че-
ловека. Свиной трипсин содержит четыре остатка гистидина, 
трипсин быка, овцы, человека и индюка — 3, трипсин чело-
века и индюка — 8 остатков полицистина, а быка, свиньи 
и овцы — по 12. Фермент, аналогичный трипсину, выделенный 
у беспозвоночных, растений и микроорганизмов, имеет сход-
ный аминокислотный состав [6].
Впервые в 1931 г. Д.Х. Нортропом и его коллегами трипсин 
был получен в кристаллическом виде из неочищенных пре-
паратов пепсина крупного рогатого скота (КРС), а позднее из 
поджелудочной железы свиньи, овцы, индюка [7].
Трипсин представляет собой бесцветное кристаллическое 
вещество с температурой плавления около 150 °C. Молекула 
трипсина 23–25 кДа состоит примерно из 223 аминокислотных 
остатков, образующих одну полипептидную цепь. Оптимум ка-
талитической активности трипсина лежит в диапазоне значе-
ний рН от 7,5 до 8,0.
Роль трипсина в системе пищеварительных ферментов же-
лудочно-кишечного тракта животных и человека заключается 
в катализе расщепления пептидных связей белков и пептидов, 
поступающих с пищей, активации всех образуемых в подже-
лудочной железе проферментов, а также гидролизе сложных 
эфиров амидов гидрофобных и некоторых карбоновых кис-
лот. При попадании в кровяное русло и при недостаточности 
соответствующих ингибиторов трипсин может активизировать 
фактор свертывания крови XII (фактор Хагемана), плазмино-
ген, прекалликреин и «запускать» таким образом каскад реак-
ций свертывающей, фибринолитической и калликреин-кини-
новой систем [5].
Рис. 1. Механизм активации трипсиногена быка (схема) [5].
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В настоящее время выпускаются коммерческие препараты 
трипсина, предназначенные для медицинского и ветеринарно-
го применения, а также для использования в качестве реагента 
при производстве вакцин, лекарственных средств передовой 
терапии и генно-инженерных препаратов.
В медицинской практике применяют трипсин кристал-
лический (для местного и парентерального применения) 
и трипсин аморфный (только для местного применения), кото-
рый, выступая в роли биоантисептика, оказывает выраженное 
противовоспалительное, противоотечное (при внутривенном 
и внутримышечном введении), регенерирующее и избиратель-
ное некротическое действие при воспалительных заболевани-
ях дыхательных путей, при тромбофлебите, воспалительно-
дистрофических формах пародонтоза, при лечении ожогов. 
Трипсин обладает свойствами расщепления фибринозных 
образований, омертвевших участков тканей, вязких экссудатов 
и секретов. Для лечения гнойных ран может быть использован 
трипсин кристаллический, иммобилизованный на диальдегид-
целлюлозе или на активированном трикотажном полиамидном 
полотне. В офтальмологии трипсин применяют в виде глазных 
капель и ванночек при кровоизлияниях в камеру глаза, отеках 
окологлазничных тканей, непроходимости слезоотводящих 
путей, удалении катаракт. При патологическом снижении эк-
зокринной функции поджелудочной железы в составе других 
ферментных препаратов трипсин используют для замести-
тельной терапии у людей и животных [8, 9].
Трипсин широко применяется в медицине, пищевой и лег-
кой промышленности [10]. Основные области применения пре-
паратов трипсина представлены на рисунке 3.
Внедрение метода клеточных культур в системе in vitro 
в конце 50-х годов прошлого столетия нашло широкое приме-
нение в производстве диагностических, лечебных и профилак-
тических лекарственных средств. Для производства и контроля 
БЛП в качестве субстратов в настоящее время широко применя-
ют первичные и перевиваемые (диплоидные и гетероплоидные) 
клеточные линии [11]. Большинство нетрансформированных 
клеток млекопитающих могут расти только прикрепленными 
к субстрату-подложке. Клетки прикрепляются и образуют моно-
слой с помощью поверхностных гликопротеидов клеточной 
мембраны — фибронектина и ламинина, играющих ведущую 
роль в клеточной адгезии. Фибронектин обнаруживается на по-
верхности клеток и при остановке клеточной пролиферации. 
Удаление фибронектина 0,01 % раствором трипсина приводит 
к откреплению клеток от субстрата и обеспечивает возможность 
их субкультивирования [12].
Для диспергирирования и дезагрегации клеток применяют 
неочищенные препараты трипсина или химопсина, коллагена-
зу, эластазу, проназу, диспазу, ДНКазу и гиалуронидазу. Эти 
препараты можно использовать самостоятельно или в различ-
ных комбинациях, например, эластазу с ДНКазой, коллагеназу 
с диспазой или с гиалуронидазой. Для получения и пассиро-
вания первичных, перевиваемых, стволовых клеток использу-
ются и другие ферменты неживотного происхождения, такие 
как TrypZean® (Sigma-Aldrich) — рекомбинантный кукурузный 
трипсин, TrypLE (Invitrogen) — рекомбинантная грибная трип-
син-подобная протеаза и смеси ферментов Асcutase™ и Ac-
cumax™ (Innovative Cell Technologies) [13]. Учитывая, что альтер-
нативные реагенты нуждаются в тщательном изучении и оценке 
пригодности, в настоящее время для культивирования клеток 
чаще используется трипсин животного происхождения.
В качестве исходного сырья для получения препаратов 
трипсина используют поджелудочные железы КРС, свиней 
и птиц. Как правило, проводят экстракцию пулов заморожен-
ных желез с различными дополнительными стадиями очистки, 
такими как осаждение и адсорбция с последующей сушкой 
различными методами [14].
Трипсин высокой чистоты получают хроматографически-
ми методами и используют для специфического расщепления 
белков и анализа их первичной структуры, вызывая селектив-
ный гидролиз связей после остатков положительно заряжен-
ных аминокислот лизина и аргинина [15]. Препараты свиного 
трипсина применяют в качестве катализаторов при производ-
стве человеческого инсулина полусинтетическим способом 
в процессе ферментного превращения проинсулина с исполь-
зованием транспептидазной техники [16].
Препараты трипсина, предназначенные для культур кле-
ток, несмотря на жесткие условия обработки, при выделении 
могут содержать примеси из исходного сырья, например, 
Рис. 2. Расщепление белка трипсином. Гидролиз связей, образованных карбоксильными группами аргинина и лизина.
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химотрипсин, проназу. Содержание примесей в отдельных 
препаратах бычьего трипсина может достигать 40–50 %, 
свиного трипсина — около 30 %. Вместе с тем препараты 
грубой очистки нередко более эффективны. Так, например, 
обработка трипсином с примесями проназы вызывает более 
полную дезагрегацию клеток [14]. В течение многих лет для 
дезагрегации тканей и отделения клеток монослоя от суб-
страта использовали ацетоновый порошок из надпочечников 
свиньи или КРС. Эти препараты содержали трипсин, химо-
трипсин и эластазу. Для получения первично-трипсинизиро-
ванных клеточных культур применяют обработку различных 
тканей 0,25 % раствором неочищенного или 0,01–0,05 % 
раствором очищенного трипсина. Метод холодной трипси-
низации обычно дает более высокий выход жизнеспособных 
клеток и повышает их выживаемость после 24 ч культиви-
рования. Вместе с тем жидкая форма трипсина (0,2–0,25 % 
раствор) нестабильна при положительных значениях темпе-
ратуры (при 18–20 °С срок хранения не более 10 суток; при 
4–6 °С — не более 2 месяцев; в замороженном состоянии — 
6 месяцев и один год при температуре минус 20 °С) при 
рН 7,0–11,0 вследствие автолиза фермента, приводящего 
к инактивации или снижению его каталитических свойств 
и загрязнению неактивными продуктами [17–19].
Как правило, в качестве дезагрегирующего агента исполь-
зуют препараты трипсина в виде нестерильного лиофилизи-
рованного порошка, выпускаемые такими фирмами как Difco, 
Serva, Ferrak, Fluka, Sigma-Aldrich, из которого готовят раствор 
разведением его в физиологическом растворе с последующей 
фильтрацией через мембраны с диаметром пор 0,22 мкм. Тех-
нология изготовления сухого трипсина отечественного произ-
водства освоена в ОАО «Синтез» (г. Курган), на Алма-Атинском 
и Омском биокомбинатах [6].
Препараты трипсина могут быть использованы в произ-
водстве вирусных вакцин, при диагностике in vitro вирусных 
инфекций и в вирусологических исследованиях. Важным 
свойством трипсина является стимуляция репродукции неко-
торых вирусов, которые не вызывают развития специфических 
цитопатических изменений и феноменов гемагглютинации 
и гемадсорбции при диагностике вирусных инфекций в систе-
ме in vitro в связи с присутствием в ростовых и поддержива-
ющих средах сывороточных ингибиторов. Способы адаптации 
вирусов к клеточным культурам под действием трипсина из-
вестны и применяются достаточно давно, как в научных ис-
следованиях, так и при производстве профилактических пре-
паратов. В присутствии трипсина повышается активность роста 
и размножения ротавирусов, ортомиксовирусов, парамиксови-
русов, парвовирусов, коронавирусов и астровирусов (рис. 4). 
Впервые о влиянии трипсина на выделение бычьего ротавиру-
са из клинического материала сообщили L.A. Babiuk и соавт. 
в 1977 г. Размножение вируса в культуре клеток почек обезьян 
(ВSC-1) характеризовалось цитопатическими изменениями 
при культивировании клинического материала в среде Игла 
при добавлении глютамина, аминокислот, бикарбоната натрия, 
10 % инактивированной телячьей сыворотки и 10 мкг трипси-
на фирмы Difco [20]. Ротавирусы могут служить классическим 
примером протеолитической активации, выделение и культи-
вирование которых стало возможным благодаря применению 
трипсина. При разработке вакцины против ротавирусной ин-
фекции для детей были предприняты попытки размножения 
ротавируса 2-го типа в первичной культуре почек африканских 
зеленых мартышек (AGMK). В культуре клеток цитопатические 
изменения наблюдались только после введения инфекционно-
го вируса в смеси с трипсином, полученного после 11-кратного 
пассирования в организме гнотобионтов и инкубировании при 
37 °С в течение 1 ч [21, 22].
H. Suzuki и соавт. [23] при сравнении скорости проникно-
вения ротавируса человека в культуру клеток почки эмбри-
она макаки резус (МА-104), активированного и неактивиро-
Рис. 3. Применение препаратов трипсина.
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ванного трипсином показали, что однокапсидные частицы 
активированного вируса обнаруживались в цитоплазме уже 
через 5 мин после заражения, а неактивированные попада-
ли в клетку путем эндоцитоза через 20 мин. После обработки 
трипсином ротавирус свиней был адаптирован к первичным 
клеткам почки эмбриона свиньи и к перевиваемой культуре 
почки поросенка РК-15, применяемой для диагностики виру-
са классической чумы свиней. Аналогичные результаты были 
получены при изучении размножения ротавируса обезьян 
SA-11 в первичных культурах почек африканских зеленых 
мартышек AGMK, СК, Vero и 455, используемых для разра-
ботки методов лабораторной диагностики гастроэнтеритов 
человека и животных. При внесении 100 мкг/мл трипсина 
в поддерживающую среду цитопатические изменения в кле-
точных культурах появлялись уже через 24 ч, в то время как 
его отсутствие не изменяло инфекционную активность ви-
русов и увеличивало время их культивирования. Полагают, 
что при добавлении трипсина происходит диспергирование 
вируса, в результате чего повышается проницаемость кле-
точных мембран, вызывая инактивацию интерферона. В со-
ставе вириона происходит протеолитическое расщепление 
крупного полипептида VP3 на полипептиды VP5 и VP8 и по-
вышение инфекционности вируса. Обработка ротавируса КРС 
трипсином в концентрации 1 мкг/мл приводит к увеличению 
титра вируса почти в 4 раза. В клетках почек африканской 
зеленой мартышки BSC-1 и CV-1 при добавлении в агаровую 
среду 4–10 мкг/мл трипсина и 4 % нормальной сыворотки кур 
ротавирус КРС вызывал образование бляшек (обесцвеченные 
участки монослоя). При отсутствии трипсина образование 
бляшек не наблюдалось [24].
Феномен протеолитической активации характерен для орто- 
и парамиксовирусов, однако только расщепление трипсином 
и трипсиноподобными ферментами приводит к образованию 
высокоинфекционного вируса гриппа А. Обработка вируса 
гриппа А трипсином до заражения клеток и добавление трип-
сина в культуральную среду в процессе репликации повышают 
его инфекционность. Одним из факторов, обуславливающих 
инфекционность вируса гриппа, является расщепление эндоген-
ными клеточными протеазами гемагглютинина (ГА) на молекулы 
меньшего размера ГА1 и ГА2. Из более пятисот протеаз, кото-
рые участвуют в обмене веществ в организме человека и могут 
вызывать расщепление ГА-предшественника на фрагменты ГА1 
и ГА2, только расщепление трипсином и трипсиноподобными 
ферментами вызывает образование высокоинфекционного ви-
руса гриппа в некоторых типах клеток, не имеющих подобных 
протеаз. В исследованиях по совершенствованию инактивиро-
ванных вакцин против вирусов гриппа птиц было показано дей-
ствие трипсина на повышение репродукции подтипов Н3, Н4, H5, 
Н7 в системах in vitro и in vivo. Эти штаммы активно размножа-
лись в клетках почек собаки МDСК и Vero. Максимальный вы-
ход вируса гриппа птиц этих подтипов зависит от концентрации 
трипсина и дозы заражения, которые могут быть различными 
для отдельных штаммов [25]. При одновременном внесении ин-
фекционного материала с трипсином существенно повышаются 
как инфекционные титры, так и уровни гемагглютинирующей 
активности вируса [26, 27].
Повышение инфекционной активности после обработки 
трипсином установлено для вируса Сендай в перевиваемых 
линиях клеток мукоэпидермальной карциномы легкого чело-
века (NCL-H 292) в результате расщепления гликопротеина F 
Рис. 4. Примеры семейств вирусов, активируемых трипсином.
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(65 кДа) на субъединицы F1 (51 кДа) и F2 (15 кДа) [28]. Гемоли-
тическая, гемагглютинирующая и нейраминидазная активность 
вируса Ньюкасла птиц усиливается вследствие протеолиза 
трипсином предшественников гликопротеинов НNo и Fo [29]. 
Обработка парвовируса свиней трипсином в конечной концен-
трации 0,05 % в течение 1 ч при 37 °С приводит к увеличению 
инфекционности вируса в результате расщепления вирусных 
агрегатов [30]. Трипсин стимулирует репликацию коронавиру-
са эпидемической диареи свиней (ЭДС), вызывающего острые 
заболевания, поражающие на фермах до 100 % животных, из 
которых 50 % погибает [31].
Астровирусы вызывают у людей острый гастроэнтерит, 
у птиц — энтериты, нефриты и гепатиты и являются вторым-
третьим по значимости этиологическим объектом, приво-
дящим к развитию острых кишечных инфекций, преимуще-
ственно у детей младшего возраста в основном первого года 
жизни и у пожилых людей с ослабленным иммунитетом. Они 
с трудом размножаются в первичных культурах клеток гомоло-
гичных видов животных, не вызывая видимых цитопатических 
изменений. Размножение астровирусов было получено в куль-
туре клеток карциномы толстого кишечника человека Сасо-2, 
а также в первичной культуре клеток почки эмбриона человека 
и обезьян только в присутствии 10 мкг/мл трипсина [32].
Трипсин, благодаря собственной ферментативной актив-
ности, не только активирует, но и инактивирует многие вирусы, 
например, ретровирусы. Обработка 0,3 % раствором трипсина, 
вызывающая инактивацию вирусов катаральной лихорадки 
овец и инфекционного ринотрахеита КРС, может быть исполь-
зована при производстве БЛП [33].
В соответствии с требованиями ОФС 1.7.2.0011.15 при 
производстве ИЛП путем культивирования клеточных культур 
должен использоваться трипсин, разрешенный в производ-
стве иммунобиологических препаратов. Получение фермент-
ного препарата трипсина для масштабного культивирования 
клеток должно проводиться в стерильных условиях и требует 
изучения его физико-химических и диспергирующих свойств, 
разработки требований к исходному сырью, способам очистки, 
позволяющих получить квалификацию «для культур клеток» 
в связи с возможной контаминацией посторонними агентами, 
представляющими потенциальную опасность для реципиентов 
препаратов [34]. Исходное сырье должно быть получено из 
хозяйств, в которых не регистрируются опасные для человека 
возбудители и прионовые заболевания. В соответствии с нор-
мативными правовыми актами в сфере обращения лекарствен-
ных средств в рамках Евразийского экономического союза ре-
агенты, используемые при производстве профилактических 
препаратов в медицине и ветеринарии, должны быть свободны 
от посторонних агентов [35].
В настоящее время на предприятиях Российской Федера-
ции в соответствии с утвержденной нормативно-технической 
документацией выпускаются препараты трипсина, предназна-
ченные для дезагрегации эмбриональных и постнатальных тка-
ней человека, животных и птиц в процессе получения первич-
ных и перевиваемых культур клеток в виде сухого порошка или 
раствора. Качество препаратов трипсина оценивается по по-
казателям: рН, буферная емкость, стерильность, токсичность, 
специфическая активность. Специфическая активность оцени-
вается по способности дезагрегировать и диспергировать тка-
ни. При дезагрегации ткани выход из 1 г должен составлять не 
менее 30 млн жизнеспособных клеток, при полном отделении 
монослойных клеток от субстрата в течение 2–3 мин. Срок год-
ности сухого препарата при температуре от 2 до 8 °С состав-
ляет 2 года [36]. Препараты жидкого трипсина выпускаются 
в виде смеси трипсина (0,25 %) и неорганических солей, рас-
творенных в воде очищенной или для инъекций, стерилизован-
ной методом мембранной фильтрации. Срок годности раство-
ра при температуре от 2 до 8 °С составляет 6 или 12 месяцев 
при температуре минус 10–20 °С [37–39].
Российские требования к трипсину, используемому в каче-
стве реагента для культур клеток или для активации вирусов, 
согласуются с требованиями ЕФ и рекомендациями Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) и Европейского меди-
цинского агентства (ЕМА) в соответствии с которыми трипсин 
должен быть стерильным, свободным от микоплазм и посто-
ронних агентов [14, 34, 40].
Заключение
Проведенный анализ данных литературы показал, что пре-
параты трипсина, благодаря своим протеолитическим свой-
ствам, нашли широкое применение в различных областях 
науки и промышленности. В производстве биологических 
лекарственных препаратов трипсин используется в качестве 
реагента в процессе клеточного пассирования для диссоциа-
ции клеток в культуре и получения первичных культур из тка-
ней, для протеолитической активации и инактивации вирусов, 
а также для синтеза других ферментов. Учитывая, что альтер-
нативные реагенты нуждаются в тщательном изучении и оцен-
ке пригодности, в настоящее время для производства трипси-
на чаще используется сырье животного происхождения. Для 
обеспечения качества БЛП препараты трипсина из животного 
и растительного сырья должны отвечать требованиям безопас-
ности национальных и международных регуляторных органов.
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